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(g) Vorrichtungen fiir Innmunoassays und deren Materialien 

(S) Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung vom 
Migrationstyp (migration type) zum Nachweis des Vorhan- 
denseins eines Analyten in einer Probe einer biologischen 
Fliissigkeit durch Verwendung von immunchemischen Li- 
gand'Rezeptor-Reaklionen und von speziell ausgewahlten, 
spezietl behandelten und speziell angeordneten Filtermate- 
rialien. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beirifft eine immunchemische Assayvorrichtung gemaB Anspruch 1, einen immunchemisch 
aktiven Marker gemaB Anspruch 21. ein Verfahren zur Herstellung des immunchemisch aktiven Markers gemaB 
5 Anspruch 44, sowie eine immunchemische Testvorrichlung gemaB Anspruch 52. 

Es wurden bereits verschiedene Methoden zum Nachweis eines Analyten (die zu analysierende Substanz) in 
einer Probe einer biologischen Flussigkeit mittels Anwendung der Immunchemie beschrieben. Bei der soge- 
nannten "Sandwich-Methode" bindet beispielsweise ein Zielanalyt (z. B. ein Antigen) zwischen einen markierten 
Antikorper und einen Antikorper, der an einem festen Trager immobilisiert ist. Der Nachweis im Assay erfolgt 
10 dadurch, daB die Anwesenheit und die Menge des Komplexes aus gebundenem Antigen und markiertem 
Antikorper ermittelt werden kann. Bei der Konkurrenzmethode eines Immunoassays (competition immunoas- 
say) wird ein Antikorper, der an eine feste Oberflache gebunden ist. mit einer Probe, die sowohl eine unbekannte 
Menge des zu analysierenden Antigens als auch markiertes Antigen desselben Typs enthalt, in Koniakt gebracht. 
AnschlieBend wird die Menge des markierten Antigens, das an die feste Oberflache gebunden hat. bestimmt. 
15 womit indirekt die Menge des zu analysierenden Antigens in der Probe ermittelt werden kann. 

Da mit obigen und anderen Methoden. die unten noch diskuliert werden, sowohl Antikorper als auch Antigene 
nachgewiesen werden konnen, spricht man allgemein von immunchemischen Ligand-Rezeptor-Assays oder 
einfacher Immunoassays. 

Vorrichtungen fur Festphasen-Immunoassays, ob vom Sandwich- oder Konkurrenztyp. ermoglichen einen 
20 empfindiichen Nachweis eines Analyten in einer biologischen Flussigkeit wie Slut oder Urin. Vorrichtungen fur 
Festphasen-Immunoassays beinhalten einen festen Trager, an den entweder der Ligand oder der Rezeptor des 
Ligand-Rezeptorpaars, ublicherweise ein Antikorper. Antigen oder Hapten, gebunden wird. Die festen Trager 
waren friiher in Form von Flatten, Rohren oder Perlen aus Polystyrol. die vom Gebiet der Radioimmunoassays 
Oder Enzymimmunoassays her bekannt waren, ausgebildet. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von 
25 porosen Materialien wie Nylon, Nitrozellulose. Zelluloseacetat. Glasfasern und andere pordse Polymere als 
Festphasen eingesetzt. 

Es wurden bereits viele verschiedene Komplett-Kits fur Immunoassays beschrieben, die porose Materialien 

als Festphasentrager fur immunchemische Komponenten wie Antigene, Haptene oder Antikorper verwenden. 

Diese fCits sind fur gewohnlich so konzipiert, daB sie auf Basis des Eintauchens. des Durchflusses oder auf Basis 
30 der Migration arbeiten (dipstick immunoassay, flowthrough immunoassay, migratory immunoassays). 

In den allgemeineren Formen von Tauchstabassays (typische Beispiele sind Kits fur Heimtests auf Schwanger- 

schaft und fur Tests zum Nachweis eines Eisprungs) sind die immunologisch aktiven Komponenten — wie z. B. 

Antikorper — an eine feste Phase gebunden. Die Testanordnung wird zur Inkubation in eine Probe "einge- 

taucht '.die vermutlich einen unbekannten Antigen- Analyten enthalt. Gleichzeitig, oder aber nach einer Inkuba- 
15 tionszeit. werden enzymmarkierte Antikorper hinzugegeben. Als nachstes wird das gesamte System gewaschen 

und dann in eine zweite Losung gegeben. die ein Substrat fur das Enzym enthalt. Falls der Enzymmarker 

vorhanden ist, bildet er aus dem Substrat ein farbiges Produkt, das entweder auf die feste Phase als Feststoff 

ausfallt Oder einen sichtbaren Farbwechsel in der Substratlosung erzeugt. Baxter et al,. EP-A 01 25 1 18 offenba- 

ren einen solchen Tauchstabimmunoassay vom Sandwichtyp. Kali et al.. EP-A 02 82 192 offenbaren ein Ein- 
40 tauchstabchen fur die Anwendung in Assays vom Konkurrenztyp. 

Vorrichtungen fur DurchfluBimmunoassays wurden entwickelt. um langandauernde Inkubationsschritte und 

lastige Waschschritte. wie sie bei Tauchstabassays auftreten. zu vermeiden. Valkirs et al.. U.S. Patent Nr. 

46 32 901 . offenbaren eine Vorrichtung, die Antikorper (spezifisch fur einen Zielantigen- Analyten) enthalt. die an 

eine porose Membran oder an einen porosen Filter gebunden sind, zu welchen eine flussige Probe gegeben wird. 
45 Wahrend die Flussigkeit durch die Membran flieBt. bindet der Zielanalyt an den Antikorper. Der Zugabe der 

Probe folgt eine Zugabe von markierten Antikdrpern. Der sichtbare Nachweis markierter Antikorper zeigt die 

Anwesenheit von Zielantigen-Analyten in der Probe auf, 

Korom et al., EP-A 02 99 359. offenbaren eine Variante fur die DurchfluB-Vorrichtung. bei der sich die 

markierten Antikorper auf einer Membran befinden. die als Reagenzliefersystem fungiert, 
50 Die Notwendigkeit von vielen Zugabeschritten und von Waschschritten bei Vorrichtungen fur Tauchstabim- 

munoassays und DurchfluBimmunoassays erhohen die Wahrscheinlichkeit. daB wenig ausgebildetes Personal 

und Laien fehlerhafteTestergebnisse erhalten werden. 

In Assays vom Migrationstyp wird eine Membran mit den Reagenzien getrankt. die fur die Durchfuhrung des 

Assays unabdingbar sind. Dabei ist eine Analyt-Nachweiszone vorgesehen. auf der der markierte Analyi gebun- 
55 den ist und der Assay gelesen wird. Siehe hierzu z, B. Tom et al.. U.S. Patent Nr. 47 70 853 und Zuk EP-A 

01 43 574. 

Die Empfindlichkeit eines Assays vom Migrationstyp wird jedoch haufig durch die Anwesenheit oder die 
Bildung von unerwiinschten, festen Substanzen in der Probe verringert. die den FluB der markierten Analyten zu 
der Detektionszone blockieren. Die Assay-Empfindlichkeit verringert sich auch, wenn ein Assay vom Migra- 
60 tionstyp mit zuviel flussiger Probe uberschwemmt wird. 

Assays vom Migrationstyp beinhalten fur gewohnlich Reagenzien. die an farbige Marker gebunden sind und 
damit emen sichtbaren Nachweis ohne Zugabe weiierer Substanzen ermoglichen. Siehe hierzu z. B. Bernstein 
U.S. Patent Nr. 47 70 853. May et al. WO 88/08 534 und Ching et al. EP-A 02 99 428. 

Derartige Marker sind unter anderem Goldsol-Partikel. wie sie von Leuvering in U.S. Patent Nr. 43 13 734 
65 beschrieben wurden, Farbstoffsol-Partikel. wie sie von Gribnau et al. in U.S. Patent Nr. 43 73 932 und May et al. 
WO 88/08 534 beschrieben wurden. angefarbtes Latex, wie es von May. WO 88/98 534. Snyder EP-A 02 80 559 
und 02 81 327 beschrieben wurde, und Farbstoffe. die von Liposomen umhullt sind, wie von Campbell et al. U.S. 
Patent Nr. 47 03 017 beschrieben. Diese farbigen Markierungssubstanzen sind im allgemeinen durch die fur den 
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" S'" dahar A.fgab. d=r »orli«.nd.n Erfindung. vor,.Uhaf = Moglichkei.en .„r DurchlOhrong vo» Imm-r- ^ 
°-S?^'/Z-?/Je"Sd^;=^f4.v„c.=g.^^^^^^^^^^^ 

wendeiwerden. Hieser Aufeabe erfolgt durch die Merkmale der Anspruche 1.21.44 bzw.52. >o 

chelten Phantomlin.en). wobe. die " e.ne Pla^^^ ,0 Filierelement 12 und e.ne 

In Bezugnahme auf Fig. 1 smd ^"f/'Xp;""^*;;^ J^^^^ enthalt. die auf einer Tesianzeige- 

Membran mit Dochtwirkung 16 ^"8^°;^^""'^'";;;"^ und Volumen auf. um eine flussigc Probe 25 
zone 18 begrenzt .st. Das R."^^^^P°'"^! ^J''^^^^^^^^ Das Filterelemeni 12 ist angrenzend 

mitderder Assaydurchgefuhrtwerdensoll aufzuneh^^^^^ ^^^^^ Obernache des 

in das Filtereiement '2 hinein zu dosieren. _ oochtwirkung 16 befindet sich eine immobilisierte Substanz. 30 

d.re:.^;^ss»sr„j.\Spt"^^^^^^^ 

dies., *».Oh™nes-o™ wird Re.g.nz. d.s ei^^^^^^^^^^^ 

nachweisbares Signal befindet sich auf dem Grundgerust 20 ein zweites Filtereiement 

InderAusfuhrungform.w,em F.g. 2geze.gcbe^^^^^ Membran mit Dochiwirkung 16. Das 

14. zusatzlich zum Reservepolster 10. ^""^..f ''|f;*!?"?^"' " " eine flussige Probe, mit der der Assay 
Reservepolster 10 weist geniigend Poros.tat ""^ ^^'"'^^"^j'";;,^"^ f^^^^^ >2 ist angrenzend an und 

durchgefiihrt werden soil, au zunehmen und zu h^Uj" ^a^ ,o" rem ich kleinen Oberflache des Reservepol- 
benachbart zu einer im Verhaltnis zum Volumen des P°'f^" f'*;"^^^^^^^^^ Reservepolster 10 in das erste 
«erslOangeordne,umdenDurchnuBd^^^^^^^^^^ 

Filtereiement 12 hmem zu dosieren. Be. "^^^^^^ bilden kann. Wahrend die fluss.ge 

einem Reagenz getrankt. das emen ^Pe^i «schen L.gand-Rezeptor t^^^^^ ^^^^^ p.,^^^^,^ 

Probe aus dem Reservepolster 10 austnt^kommt ^J.^^^-^^f ;^SdTe^{^^^^^ statt. bei der ein spezifischer 
ment 12 getrankt ist; dam.t f.ndet ^"^ '•^r™ J^Jf"/^'"*^^^^ 

Ligand-Rezeptor-Komplex oder spez.f.sche L'iand^Re"P^°;^^^^^ Verwendung des ersten Filterele- 

dil Probe den passenden Analyten ^^'^^l^^llf!^!'^^^^^^^ zu verzichten. 

mentsalsReagenzliefersystem ermoghcht es auf e ne s^^^^^^^^^ Reservepolster 10 entfernt 

"'t~,„.i.Docb,w.jWo„g.6gren.J^^das^ 

'tjfd';s=r^r;i5:p«& 
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WO jegliche unerwunschte Komponenten. die sich in der Probe befinden konnen. abgefangen werden, und 
schlieBlich auf die Membran mit Dochtwirkung 16, 1st der markierte Analyt vorhanden, binder er an die 
Testanzeigezone 18 und bildet ein mit dem Auge sichtbar nachweisbares Signal. 

Des weiteren konnen "Immunstatus-Assays" durchgefuhrt werden, indem auf das zweite Filterelement 14 der 
5 in Fig. 2 dargestellten Vorrichtung eine Probe gegeben wird. Auf das Reservepolster 10 wird dann eine Pufferlo- 
sung gegeben und die Losung wandert durch das erste Filterelement 12, wo wieder markierte Reagenzien 
gebildet werden. Die Losung und die Reagenzien wandern durch das zweite Filterelement 14, wo der Zielanalyt 
— falls vorhanden — an die markierten Reagenzien bindet, und dann weiter auf die Membran mit Dochtwirkung 

10 Der markierte Analyt — falls vorhanden — bindet dann an die Testanzeigezone 18 und erzeugt ein mit dem 
Auge sichtbar nachweisbares Signal. 

In Bezugnahme auf Fig. 3 befinden sich auf dem Grundgeriist 120 ein gemeinsames Reservepolster 1 10, erste 
Filterelemente 112A und 112B, zweite Filierelemente 114A und 114B und Membranen mit Dochtwirkung H6A 
und 116B, die auf den definierten Testanzeigezonen 118A und 118B immobilisierte Substanzen tragen. Das 

15 gemeinsame Reservepolster 110 weist geniigend Porositit und Volumen auf, um eine flussige Probe, mit der der 
Assay durchgefuhrt werden soil, aufzunehmen und zu speichern. Die ersten Filterelemente 112A und 112B sind 
angrenzend an und benachbart zu einer im Verhaltnis zum Volumen des Posters 1 10 ziemlich kleinen Oberflache 
des gemeinsamen Reservepolsters 110 angeordnet, um den DurchfluB der flussigen Probe vom Reservepolster 
110 zu den ersten Filterelementen 112A und 112B zu dosieren. Die ersten Filterelemente 112A und 1I2B sind 

20 gleichmaBig mit einem Reagenz getrankt, das einen spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplex bilden kann. 

Die zweiten Filterelemente 114A und 114B grenzen jeweils an die ersten Filterelemente 112A und 112B an, 
sind vom gemeinsamen Reservepolster 110 entfernt angeordnet und sind in der Lage, jeden spezifischen 
Ligand-Rezeptor-Komplex, der in der flussigen Probe gebildet wurde, durchzulassen, aber groBere Substanzen, 
die sich in der Probe befinden, am DurchfluB zu hindern. Die Membranen mit Dochtwirkung 116A und 116B 

25 weisen geniigend Porositat und Volumen auf. um einen GroBteil der Probe vom gemeinsamen Reservepolster 
110 zu absorbieren. Die immobilisierte Substanz auf den Zonen 118A und 1188 kann jeden gebildeten, spezifi- 
schen Ligand-Rezeptor-Komplex binden. 

Im Gebrauch wird eine flussige Probe auf das gemeinsame Reservepolster 110 gegeben; die Probe wandert 
durch die ersten Filterelemente 112A und I12B, wo die Zielanalyten — falls in der Probe vorhanden — an die 

JO markierten Reagenzien binden, womit sie getr^nkt sind, wandert durch die zweiten Filterelemente 114A und 
114B, wo jegliche unerwiinschten Substanzen der flussigen Probe abgefangen werden, und wandert weiter auf 
die Membranen mit Dochtwirkung 116A und I16B. Falls markierte Zielanalyten vorhanden sind, binden sie an 
die Testanzeigezonen 118A und 118B, Damit eriaubt die Ausfuhrungsform der Fig, 3 einen gleichzeitigen und 
unabhangigen Assay fur zwei Analyten oder eriaubt zwei parallele Assays fur denselben Analyten, wobei in 

35 jedem Fall nur eine einzige Probe benotigt wird. 

In Bezugnahme auf Fig. 4 ist eine Assayvorrichtung, wie sie in Pig. 2 dargestellt ist, von einem Gehause 222 
umgeben. Das Gehause 222 weist eine Offnung 224 auf, die sich direkt uber dem Reservepolster 210 befindet und 
weist auBerdem ein Klarsichtfenster 226 auf, das sich direkt iiber der Testanzeigezone 218 und der Testkontroll- 
anzeigezone 228 befindet Das Fenster 226 kann eine einfache Offnung sein, kann aber auch aus einem durchsich- 

40 tigen Material bestehen, das die Zonen 218 und 228 schutzt, aber zugleich Einsicht gewahrt. Die flussige Probe 
wird durch die Offnung 224 gegeben und vom Reservepolster 210 absorbiert. Sie wandert dann durch das erste 
Filterelement 212, das geeignete, markierte Reagenzien enthalt, wandert durch das zweite Filterelement 214, wo 
alle unerwunschten Substanzen aus der Probe zuruckgehalten werden und schlieBlich auf die Membran mit 
Dochtwirkung 216, wo der markierte Analyt — falls vorhanden — an die Testanzeigezone 218 bindet. Die 

45 ungebundenen, markierten Reagenzien binden an die Testkontrollanzeigezone 228. Beide Anzeigezonen 218 
und 228 konnen durch das Fenster 226 betrachtet werden. 

In Bezugnahme auf Fig, 5 wird GrundgerUst 320. das aus feuchtigkeitsunempfindlichem Material wie Kunst- 
stoff hergestellt ist, durch Unterteiler 322 in eine Vielzahl von gleichen Segmenten 31 1 A, 31 1 B, 31 IC. 31 1 D. 31 1 E 
und 31 IF eingeteilt. Jedes Segment enthalt ein erstes Filterelement 312. ein zweites Filterelement 314 und eine 

50 Membran mit Dochtwirkung 316, wobei alle auf dem Grundgeriist 320 zwischen den Unterteilern 322 angeord- 
net sind. Dasselbe oder verschiedene Reagenzien kdnnen auf jedes erste Filterelement 312 aufgetragen werden, 
was entweder Parallelassays in Bezug auf denselben Analyten. oder eine Vielzahl von verschiedenen Assays in 
Bezug auf dieselbe Probe eriaubt. Jede Membran mit Dochtwirkung 316 enthalt eine immobilisierte Substanz. 
die auf die definierte Testanzeigezone 318 aufgebracht wird und zum Reagenz im ersten Filterelement paBt, das 

55 mit dessen entsprechender Membran mit Dochtwirkung verbunden ist. Das gemeinsame Reservepolster 310, auf 
dem sich die Probe befindet. ist in Bezug auf die Segmente im Zentrum angeordnet. 

Im Gebrauch flieBt eine auf dem Reservepolster 310 befindliche flussige Probe gleichzeitig durch das erste 
Filterelement 312. wo der Zielanalyt — falls vorhanden — an markierte Antikorper bindet. Die Probe flieBt dann 
durch das zweite Filterelement 314 und auf die Membranen mit Dochtwirkung 316, wo markierte Zielanalyten 

60 — falls vorhanden — an die entsprechende immobilisierte Substanz auf der Testanzeigezone 318 binden, womit 
ein mit dem Auge sichtbar nachweisbares Signal erzeugt wird. 

Die Ausfuhrungsform aus Fig. 6 kann fur "Immunostatus- Assays'* verwendet werden. Eine Fig. 2 entsprechen- 
de Assayvorrichtung ist in eine Huile 522 eingeschlossen. Die Hulle 522 weist eine erste Offnung 524 auf. die sich 
direkt uber dem Reservepolster 510 befindet, weist eine zweite Offnung 530 auf, die sich direkt iiber dem zweiten 

65 Filterelement befindet, und weist ein Klarsichtfenster 526 auf, das sich direkt iiber der Testanzeigezone 518 und 
der Testkontrollanzeigezone 528 befindet 

Das Fenster 526 kann eine einfache Offnung. kann aber auch aus einem Material sein, das die Zonen 518 und 
528 schutzt, aber dennoch Einblick gewahrt. Im Gebrauch wird eine Probe (z. B. ein Serum) direkt durch die 
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zweue Offnung 530 auf das zwehe FiUerden,em 5U ge^^^^^^^^^^ 

crste Offnung 524 eine P^jferlosung gegeben d.^ L<>M.ng^'^^^^^^ 513. wo 

Reagenzien gebildet werden_ D.e l^sung schlicBlich auf die Membran mit 

Zielanalyten - falls vorhanden -^^^^^ ist, binde, er dort an die Testanzeigezone 516 und 

Dochtwirkung S'^^FaUs der m^^^^^^^ ungebundenen. markierten Reagenzien b.nden an 

SrSrorr^lS^^^^^^^ '^^""^^ '''''''''' 

t i. f orAH^Pn Hie Filierelemenie und Polsier aneinander. bzw. uberlappen sich. urn die 

die Membran Sfntl F^t^^^^l^lli^^l^^tS^r. sofltl. Es ist daher von Vorteil. 

raVgSe"!^^^^^^^^^^ - "'>-'*PP- --'^•'^"^^ 

Beruhrunggewahrleistetist. Migrationstyp - Erhohung der Empfindlichkeit 

"^'l '''"n"d:rw7ni«tens et Rl'elem^^^^ vor der 7e«anzligezone 'a'ngeordnet wird. Das Filter, das vor- 
erreichen. indem we"iptens em fiiiereiemcm u Hvdroohobizitat verringert wird. fangt unerwunschte 

^^e^re verS^uSfsSirgroBTMenge Analyt an die Testanzeigezone. wodurch sicherere Testergebn.sse 

erhalten werden pilterelement als ein konirolliertes System zur Lyse von Zellen fungieren. 

Daruber hinaus *f J'''^' o^^^ PorengroBe ausgewahit wird. So ist es belspielsweise m 

PufeBsang auf R^XT^hV.fz Srnr^^^^ Beispiel. Mr ArdMrper. die auf dies. 

5;Sr!5.wSn'°?e^'n^^^^^^^^^ ^JZl":^^ solche. di. in Zu»m„.nh..g mi. AIDS, R«.ln. 

rallnh^T^nrbSmt^^^^^^^^ der Vorrichtung verabreicht werden so... abmessen zu - 

mussen. c:uor*.i^r«^nr Ha^ zweite Fiherelement und die Membran mit Dochtwirkung 

,.a^„»Si^."n%i;^rpe^^^^^^^^^^ 

Fi,„„,e™m si„d umer and=^^^^ 

P.atz haben. w^hrend sie -"^^ ^em Assay- Anwender A ^^^.^^^^ ^. 

diese.be Zahl an ver^^iedener. .mmob.^^^^^^^ ReaeSr womU e^ Filtere.ement getrankt wird. und 

Sb«n :rioch.wi,ku„6, mi. .iner i-'-- " od.r in d„ Ei.m.n. 
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Dadurch. daB eine zusatzliche Testanzeigezone. die an die erste Zone angrenzt und entfernt vom zweiten 
Filterelement angeordnet ist, auf der Membran mil Dochtwirkung zur Kontrolle eingerichtet ist. stellt die 
Tesivorrichtung ein internes Kontrollorgan dar. das anzeigt, ob die flussige Probe durch die ganze Vorrichlung 
hindurch gewanderl ist. Die Testkontrollanzeigezonen enthalten im allgemeinen immobilisierte Antikorper (wie 
Anti-Immunoglobuline) fur die markierten Reagenzien, die zum Analyien hinzugegeben wurden, oder aber auf 
das erste Filterelement gegeben wurden. In Bezugnahme auf die Ausfuhrungsform der Fig. 2 wandert beispiels- 
weise eine flussige Probe durch das erste Filterelement. wo sie das markierte Reagenz wieder aktiviert und es 
zur Membran mit Dochtwirkung tragt. Das markierte Reagenz. das nicht an den Zielanalyten gebunden hat. 
bindet an die Testkontrollanzeigezone, wo es eine mit dem Auge sichtbar nachweisbare Anzeige erzeugt. wann 
der Test beendei ist. 

Die gesamte Testvorrichtung, ob sie nun unidirektional, bidirektional oder multidirektionai konstruiert ist, 
kann von einem flussigkeits-undurchlassigen Kunststoff umhiillt sein. Diese Hulie hat normalerweise uber dem 
Reservoirfilter eine Offnung. damit Probe aufgegeben werden kann. Die ganze Hulie kann transparent sein. oder 
aber nur der Teil uber der Analyt-Nachweiszone ist durchsichtig. urn das Assayergebnis beobachten zu konnen. 
Die Vorrichtungen. die von Kunststoff umhullt sind, sind besonders geeignet und angenehm fur die Anwendung 
in Heimdiagnostik-Kits, aber es kdnnen auch andere Materialien wie behandeltes Papier verwendet werden. 

Zusatzlich kann die obere Oberflache. die die Offnung umgibt. nach unten sich ausdehnend gebogen sein, so 
da6 ein schalengleiches AufnahmegefaQ gebildet wird. das an einem Teil des Reservepolsters endet und fest mit 
ihm verbunden ist. Dadurch kann die Menge an Probe, die in die Vorrichtung gegeben wird. dosiert werden. und 
die Probe kann keine Bestandteile der Vorrichtung umgehen. 

Die vorliegende Erfindung kann in Assays sowohl vom Konkurrenztyp als auch vom Sandwichtyp eingesetzt 
werden. Bei Assays vom Konkurrenztyp wird ein zusatzliches. markiertes Antigen (das dasselbe wie das 
Zielantigen ist) entweder getrennt oder als Teil des ersten Filterelements aufgetragen. Dieses markierte Antigen 
konkurriert mit dem Probenantigen um die Bindung an die Nachweiszone. 

Die Diagnostikvorrichtungen und Diagnostikmethoden. die in der vorliegenden Erfindung beschrieben wer- 
den. konnen bei alien Ligand-Rezeptor-Reaktionen eingesetzt werden und sind besonders fur solche Reaktionen 
geeignet, die immunchemisch aktive Komponenten wie Antikorper. Antigene und Haptene beinhalten. In 
solchen Assays, bei denen der Nachweis von Ligand-bindenden Molekulen. wie Antigene oder Haptene, ge- 
wiinscht wird, ist sowohl das markierte Reagenz als auch die auf der Testanzeigezone immobilisierte Substanz 
ein Molekul. das Liganden binden kann. Im spezielleren Fall, wenn die Liganden Antigene sind, ist sowohl das 
markierte Reagenz als auch das immobilisierte Reagenz ein Antikorper. 

Die Antikorper kdnnen sowohl monoklonal als auch polyklonal sein; deren Herstellungsverfahren sind Stand 
der Technik. Bevorzugterweise verwendet man auf dem ersten Filterelement markierte monoklonale Antikor- 
per und auf der Testanzeigezone polyklonale Antikdrper, um maximale Anbindung zu erreichen Es kann jedoch 
jede Kombination aus monoklonalen und polyklonalen Antikorpern verwendet werden. Im Falle von Heimkits 
zum Test auf Schwangerschaft und zur Vorhersage eines Eisprungs werden Antikorper gegen menschliches 
Choriogonatropin bzw. gegen Gelbkorperbildungshormone hergestellt und auf die Vorrichtung aufgebracht. 

Bei solchen Beispielen, bei denen der Nachweis von Ligand-bindenden Molekulen wie von Antikorpern 
gewiinscht wird. wird markiertes Anti-Human-Immunoglobulin G aus Mausen als Reagenz eingesetzt, das, wie 
oben angefuhrt wurde. auf das erste Filterelement gegeben werden kann, und das Antigen, das spezifisch fur den 
Zielantikorper ist. wird auf der Testanzeigezone immobilisiert. Jedes naturliche oder synthetische Antigen kann 
eingesetzt werden. genauso wie Polypeptidketten, die Antigenaktivitat aufweisen. Beispiele fur Antigene, die auf 
der Vorrichtung immobilisiert werden konnen, stehen unier anderem im Zusammenhang mil Rotein, Lympho- 
zyt-Erkrankungen, AIDS, Hepatitis, Toxoplasmose. dem Zytomegalie virus und dem Epstein Barr Virus. 

In Tests, wo in einer einzelnen Probe der gleichzeitige Nachweis von mehr als einem Antikorper gewunscht 
wird, da das gleiche markierte Anti-Human-Immunoglobulin (Reagenz) alle menschlichen Antikorper. die in der 
Probe vorhanden sind. erkennt und bindet. ist es nur notwendig, Antigene fur jeden Zielantikdrper auf verschie- 
dene Anzeigezonen auf der Membran mit Dochtwirung zu geben. 

Die auf der Vorrichtung eingesetzien Marker kdnnen entweder direkt oder indirekt sein. Direkte Marker sind 
deshalb bevorzugi. da sie keine zusatzlichen Schritte erforderlich machen. um Tesiergebnisse sichtbar zu 
machen. Beispiele fur direkte Marker sind unter anderem Metallsole. Farbstoffsole, Latexpartikel. Farbindikato- 
ren, farbige Stoffe, die sich in Liposomen befinden. und Nichtmetalisole wie ein Kohlenstoffsol. 

In einem weiteren Aspekt betriffi die Erfindung einen immunchemisch aktiven Marker, der besonders fur die 
Anwendung in der oben angefiihrten Vorrichtung geeignet ist. aber auch in anderen immunchemischen Test 
verwendet werden kann, und im besonderen einen immunchemisch aktiven Marker, bei dem ein inmunologisch 
aktiver Ligand oder Ligand-bindende Molekule direkt oder indirekt auf die Oberflache von feinen Kohlenstoff- 
siaubpartikein gebunden werden. 

Der immunologisch aktive Marker kann schematisch beschrieben werden als C - L oder C - X : L, wobei C 
der feine Kohlenstoffstaubpartikel ist. eine adsorbtive Bindung reprasentiert. L eine Komponente ist. die 
eine Ligandeinheii oder eine Ligand-bindende Einheit darstellt. X ein Bindungsagens ist und eine kovalente 
Bindung reprasentiert. 

L kann aus lediglich der Ligandeinheii oder der Ligand-bindenden Einheit bestehen. wobei sie in diesen Fallen 
direkt auf den Kohlenstoff adsorbiert wird. Alternativ kann die Ligandeinheii oder Ligand-bindende Einheit 
entweder kovalent oder immunologisch (hier ausgedruckt durch •*) an ein Briickenglied gebunden sein. Zum 
Beispiel kann die Ligandeinheii oder Ligand-bindende Einheit kovalent an ein Kupplungsagens — wie Glutaral- 
dehyd — gebunden sein, das selber kovalent an ein Proteinbruckenglied — wie Rinderserumalbumin (BSA) — 
gebunden ist, das wiederum auf dem Kohlenstoff adsorbiert ist. Gleichfalls kann Avidin oder Sireptoavidin uber 
Biotin an das Ligandmolekul oder Ligand-bindende MolekQl gebunden sein. und das Avidin oder Streptoavidin 
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C-(Ligand), 

C~(Ligand-bindendes Molekul), 

C ~ (Protein :X :Ligand). , 

C -(Protein : X : Ligand-bindendes Molekul). 

C-.(2 • Ak')*l • Ak')).und ,o 
C -(Protein : X : 2 • Ak')<r 1 • Ak'))- 

') Anmerkung des Oberseizers: 

1 . Ak = Primar-Antikdrper 

2 . Ak = Sekundar-Antik6rper ,5 

f ..in Rnickenaeens Y sowohl auf den Kohlenstoffpartikel adsorbiert als 

Ineinerzweiten Ausfuhrungsform ^'"^^ f "P;"^^,'^^;^^^ gebunden. um einen Marker mit dem allge- 

auch kovalent an die L.gande.nhe.t "^^^"^^ "^^'''"f^^^^^^^ _ wie unten voUstandiger diskutiert 

Zusan,.ense«ung sein. wie BrUcken- ^ 

agens : Protein : Bruckenagens: 

C-Y':(Ligand). 

C- Y': (Ligand-bindendes Molekul)* 

C Y' : Protein : X : (Ligand), und 25 
Y'- Protein : X : (Ligand-bindendes Molekul). 

ein Protein gebunden ist. ^«.„„»„ H..rr-h eine Vielzahl von Verfahren hergestellt werden. Der 

Die oben ^rwahnten Kohlenstoffsoie konr^n d^ Kohlenstoffpartikel gege- 

Ligand und die L-gand-bmdenden Molekule konnen ^^^^^^ Beispielen. 35 

ben werden. um Strukturen der Art J r/';;'f^H?Molekul indirekt gebunden sind. kann die gesamte Nicht-lCoh- 
bei denen der Ligand oder das L'gand-b.ndende Moleku mdjekt geDu y d-bindendes Molekul). 

Jenstoffpartikel-Strukttir - w.e (P;°;«'" _^h?rge "ellt und^ einer Suspension der Kohlen- 

(2 Ab* 1 Ab) Oder (Protein : X : 2 • ^ ..^"i^,. ^^InHin Endteil der Nicht-Kohlenstoffpartikel-Struk- 
stoffpartikel zur Adsorbtion gegeben werderu Alter"at.v kann em ^"^^^ ^= ^.^^hlenstoffpartikel-Struktur 
tur zuerst an die Kohlenstoffpartikel ^^^sorbier tw^^^^^^^^ 
kann dann chemisch emgefuhrt werden. Z"/",^^'^?'^' f^^^ jen Liganden oder das Ligand-bindende 

'^rj2S:'w"i^'S^r2';''A„.*arp=r aat de„ Koh,.™.oItparul<e,„ ad^rbi.n «erd.„ «.d .in , . Ami- 
kbrper dann immunologischangegliedert werden. ..^^ „_d fjgand-bindende Molekule. wie Haptene. 

Bruckenreagenzien Y'. ^^^''T'^'I^;. ht£de P^^^^^^ geeignet sind. sind unter ande- 

Antigene oder Antikbrper. oder fur ^ovajem-^^^^^^^^^^ Succinimid. Phenylazid. 

rem Immide. Azide. Ij=°»h.ocyanate Im.doester und^^^^ 4;T.Diisothiocyanostilben-2.2'-disulfonsaure. 

?SMJV.am1„«S^^^^^^^ 

^^ie im Fane der ers.en -f^ -"^^J;™ t"d"efM=s) I^^^S^^X^liT^ 
Reaktion des Liganden (oder des V'f "li'^triTd" S^^^^ Koh enstoffsLbpardkels adsorbiert werden. 
Bruckenagens hergestellt w.rd. auf ^^er h^che des ^e.^^^^^^^^ adsorbiert werden 

Ci^dr ktT.r a';» das Wkenprotein gebunden 

^Tn1e"dem der obigen Verfahren ist es im ^S^^^^IsTS!^^ ^^^1^^!;^^!^ 
Beispiel ein Polyalkylenglykol oder em P°'y^^^^^f ^"^^^HSie ^ akt.ven Uganden oder 

(i)n.itdemimmunologischaWtive„ Liganden Oder mitdenLigand-bindendenMolekalenkovalentreagieren. 
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(ii)auf feine Kohlenstoffstaubpartikein adsorbieren. 

Da es von dem speziellen Bruckenreagenz abhangt, wird die Bindungsreaktion im allgemeinen Qber mehrere 
Stunden bei pH-Werten von ungefahr 7,0 bis ungefahr 9,5durchgefuhri. 

Eine Vielzahl von im Handel erhaltlichen feinen Kohlenstoffstaubpartikel-Materialien kann verwendet war- 
den, wie z. B. Monarch 1000, 120. oder 880. Vulcan XC72 oder XC72R. oder Regal 250R oder 500 R. Die Eignung 
jeder speziellen Quelle kann leicht bestimmt werden, indem das Material in einem Puffer homogenisiert und die 
optische Dichte gemessen wird. 

Der feine Kohlenstoffstaubpariikel mit dem Liganden oder dem Ligand-bindenden Molekiil - die kovalent 
oder passiv gebunden sind — wird bevorzugt mit einem Polyalkylenglykol oder einem Polysaccharid-Schutz- 
agens behandelt, um die Hydrophobizitat zu minimieren und die Fahigkeit zur Dispersion zu maximieren. 
Geeignete Materialien fur einen derartigen Uberzug sind Polyethylenglykole. die ein Molekulargewicht von 
ungefahr 100 bis ungefahr 20 000 — bevorzugt von ungefahr 5000 bis ungefahr 12 000 — aufweisen, und 
Schutz- Polysaccharide wie Dextran, die ein Molekulargewicht von ungefahr 10 000 bis ungefahr 500 000 — 
bevorzugt von ungefahr 10 000 bis ungefahr 50 000 — aufweisen. Dieser Uberzug kann leicht dadurch erreicht 
werden, daB der gebundene Kohlenstoffstaub mit einer 0,5% bis 5% — bezuglich Gewicht/Volumen — waCri- 
gen Losung des Polyethylenglykols oder Dextrans in Kontakt gebracht wird. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird der immunologisch aktive Marker mit wenigstens einem biologisch 
vertraglichen ionischen oder nicht-ionischen Tensid, wie mit einem langkettigen Alkyltrimethylammonium-Salz, 
Natriumdeoxicholat. Tritons. Tweens, usw. in einem Konzentrationsbereich von ungefahr 0,01 bis ungefahr 0,5% 
behandelt, Nach jeder solchen Behandlung. von denen es mehrere mit demselben oder mit verschiedenen Typen 
von Detergenzien geben kann. wird der immunologisch aktive Marker gewaschen. um uberschussiges Deter- 
genz zu entfernen. 

Der erhaltene immunologisch aktive Marker kann dann in ein waQriges Medium suspendiert werden. Solche 
waBrigen Suspensionen des immunologisch aktiven Markers sind besonders geeignet zur Herstellung von 
Immunoassayvorrichtungen. sowohl von solchen der voriiegenden Erfindung als auch von solchen anderer 
Aufbauarten. Die waBrige Suspension beinhaltet bevorzugt wenigstens einen Puffer, um einen pKs zu erhalten, 
bei dem der markierte immunologisch aktive Ligand oder das Ligand-bindende Molekul stabil ist; zum Beispiel 
innerhalb des Bereichs von ungefahr 6 bis ungefahr 9 und bevorzugt von ungefahr 6.5 bis ungefahr 8.5. 

Die folgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung weiter verdeutlichen. 

Verfahren zur Bestimmung der Empfindlichkeit 

Die Empfindlichkeiten werden in den folgenden Beispielen bestimmt, indem Standardlosungen hergestellt 
werden, die menschliches Choriogonatropin in Konzentrationen von 25 mlU/ml, 50 mlU/ml, 75 mlU/ml und 
100 mlU/ml enthalten. Die Proben (0,15 bis 0,20 ml) des Standards werden auf die Testvorrichtung gegeben und 
die Empfindlichkeit bestimmt, indem die Fahigkeit der Vorrichtung genutzt wird. eine gegebene Konzenration 
an menschlichem Choriogonatropin nachzuweisen. 

Beispiel 1 

A) Herstellung des Markers 

Goldsolpartikel werden in 750 ml desiilliertem Wasser aufgelost, das dann zum Sieden gebracht wird. Hydro- 
goldsaure (70 bis 75 mg) wird zugegeben und das Sieden wird funf Minuten fortgesetzt. Natriumcitrat (80 mg), 
das in 10 ml destilliertem Wasser aufgelost ist, wird in die Goldl6sung gegossen und die Losung weitere funf 
Minuten gekocht. Nachdem man die Losung auf Raumtemperatur abkiihlen lieB, wird deren pH-Wert an einen 
Bereich angepaBt, der nahe dem isoelektrischen Punkt (bestimmt durch Gel-Elektrophorese)des monoklonalen 
Antikorpers fst. der gegen menschliches Choriogonatropin-Hormon hergestellt wurde. 20 mg des monoklonalen 
Antikorpers werden zur Losung gegeben. die zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt wird, 750 mg Rinderse- 
rumalbumin werden zugegeben und die Losung wird ununterbrochen ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperatur 
geruhrt. Das Addukt aus kolloidalem Gold und monoklonalem Antikorper wird durch 20minutige Zentrifugation 
bei lOOOOUpm (Umdrehungen pro Minute) in einem GSA-Rotor erhalten, indem der Oberstand verworfen 
wird und das erhaltene Pellet in 30 ml einprozentigem Rinderserumalbumin in einer Phosphatpufferlosung (pH 
7,4) suspendiert wird. Die Suspension wird dann bei 16 000 Upm 15 Minuten lang in einem Sorvall SS-34-Rotor 
zentrifugiert. Wieder wird der Oberstand verworfen und das Pellet in 15 ml einprozentigem Rinderserumalbu- 
min suspendiert. Nach einer kurzen Beschallung wird die Suspension durch ein 0,2 \im Filter gefiliert. 

B) Herstellung der Vorrichtung 

Ein Muster einer voraktivierten Nylonmembran (Pall Immunodyn) mit einer PorengroBe von 5 ^m wird auf 
eine GroBe von ISO mm x 25 mm geschnitten und als die Membran mit Dochtwirkung an den unteren Rand 
einer diinnen Plastikplaite (100 mm x 180 mm) befestigt. Eine Testanzeigezone mit immobilisierten Antikor- 
pern wird auf der Membran bestimmt. indem 36 \l\ einer Losung aus 3 mg/ml Anti-Human-Choriogonatropin- 
Antikorper aus Schafen in 0,1 molarem Natriumphosphatpuffer (pH 7,6) und 5prozentiger Saccharose auf eine 
Linie gespruht werden, die ungefahr 1,5 cm vom unteren Rand entfernt ist, indem ein Camag Linomat IV 
verwendet wird. Nach dem Bespruhen wird die Membran 30 Minuten lang bei 37**C getrocknet und dann mit 
einer Losung aus 2prozentiger. fettfreier, trockener Milch (Carnation) und 2prozentiger Saccharose in O.lmola- 
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Sa^lpho/pha, |.wa^»^^^^^^^ ka„n» in einen, E,sik.».o, b» »r 

Sch«ll) "» Smm X 180mm miUl be. ?"™'«"Kto<,oLtrop"n An.ilirper in 

SSemGoldundmonoklonalemAnti-Human-Chon^^^ Glaspla.te 
^SS^a,pur.MpH^^^^^^^^^^ 

'^S.%xr='nrrr.r.:^^^^^ 

dem PlSgrundgerilst .n,ren»nd an die '"l^^iSS "1'" •='"' ^"1 

X"-Sr«n«ndanda,....eF*.^^^^^ Anordnung aus Re^rvepoh.er. 

Beispiel 2 

Oasse.be Verfahren W.e in Beispie. IB) w.d durchsefahr.^^^^^^^^^^^^ th^STS^^^^^^^ 
Do^Sw rkung verwendet wird. eiae Zellulosemembran (Schle^^^^^^^ ^ Exsikka.or 

aegeben. urn maximale Antikorper-Membran-B ndung zu gew^^ trockener Milch, S-Zo Trehalose. O.050/0 
luffer Jur Inhibierung aus »<y^R!"^rserumal^^^ 

?ween 20 und O.050/0 Natriumaz.d O'^^J^J^kuuSka^^^^ Sne Stunde lang getrocknet und in e.nem gewohn- 

Beispiel 3 

EinStr.if=nwird=n.spr«h.ndd.mV^h„^^^^^^^^ 
„,*st.lf,".VdrS"A^^^^^^^^^ 

Beispiel 4 40 
Hin wen wi,d en.p.ecHend dem Ve^H,en ans B-J.;;" B^r^^^^^^^^^^ 

weist das in (jblreinstimmung mit Be.spiel ^»^«^8estel U ^^^^^^ « 
:Se^rerscheint nach ungef.hr 2 M^^^^^^^ Kat Die Empfindlichkeu d.eses 

^eTvefrthSK^^^^^^^^ 
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Beispiel 5 50 



H.nTests.reifenwirdin.wesenUicheninObereinsU..^^^^^^^^^^^ 
daO das e s e Filterelement mit Anti-Human-Chor.ogonatrop.n^ Polystyrol-Latexpart.keln. 
St w rdcfne lOprozentige Suspension (0.1 '"L"^"J^iestUU^ d^rch Mikro-Zentrifugatjon 

d eVnThrer Gr66e von 0.1 bis 0.3 reichen. wird , q Glycinhydrochlondpuffer ss 

fmiiJofuge «mrifugation) gewaschen. ^as En^ip^^^^^^^ Inkubation bei Raumtemperatur 

suspendiert. der 1 mg Rinderserumalbumm q imolarem Natriumphosphatpuffer (pH 6.8) 

auf elSer Ratielvorrtehtung wird die l^te«"?P^"*.'^" f 'X 'Tn Die erhalten Suspension wird m.t demselben 

PuffefgewasS^^n 100 ^g Anti-Human-Chor.ogonatr^^^^^ hinzugegeben. um eine 

«gebeS und weitere drei Stunden be. w^i"e^Sn ^^^^^^ ^'^^^^Tr 

Indkonzentration von 20/o zu erre.chen. Nach ^^J^J ^^^Xr^der 2Vo Rinderserumalbumm enthalt. suspen- 

Sl^t^S^wfrS^^^^^^^ 
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Beispiel 6 

Ein Streifen wird entsprechend dem Verfahren aus Beispiel IB hergestellt» wobei das erste Filterelement und 
das Reservepolster weggelassen werden. Der Teststreifen wird dann in ein Tesirohrchen gegeben, das in 100 ^il 
weibiichem Urin 5 nl Anti-Human-Choriogonatropin-Antikorper enthalt, die in Obereinstimmung mit dem 
Verfahren in Beispiel 5 markiert sind. Wahrend die Flussigkeit den Streifen entlangwandert, erschetnt nach 
ungefahr 2 Minuten ein nachweisbares Signal auf der Testanzeigezone, wobei das Signal intensiver wird, wenn 
die Flussigkeit das Ende des Streifens erreicht hat (ungefahr 4 Minuten). Die Empfindlichkeit dieses Assay- Ver- 
fahrens fur menschliches Choriogonatropin betragt 25 mlU/ml. 

Beispiel 7 

10 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikeln werden in 2 ml eines 20 mM Trishydrochloridpuffers (pH 6,8) 
homogenisiert, der 40 mM Natriumchlorid und 2% Dextran 9400 enhalt. Nach 2 Stunden Inkubation bei 
Raumtemperatur wird eine Losung aus 5 mg Fluorescein- Isothiocyanat in 1 ml Trishydrochloridpuffer zur 
Losung hinzugefugt. Die Mischung wird kurz beschalit und ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach der Inkubation werden 20 ml an 0,1 molarem Natriumphosphatpuffer (pH 7,6) in 0,lmolarem Natriumchlo- 
rid zur ICohlenstoffldsung hinzugefQgt. die dann bei 4*'C bei 15 000 Upm zentrifugiert wird Dieser Schritt wird 
dreimal wiederholt und das resultierende Pellet in 20 ml Phosphatpuffer suspendiert. Nach kurzer Beschallung 
werden 3 mg eines monoklonalen Antikorpers gegen menschliches Choriogonatropin zur Suspension gegeben 
und die Mischung 6 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wird dann dreimal bei 15 000 Upm 
zentrifugiert, um nicht-reagierte Antikorper zu entfernen. Das Endpellet wird in 20 ml 0,1 molarem Hepes- Puffer 
(pH 7,5) suspendiert, der 1% Rinderserumalbumin, 5% Saccharose, 0. 1 molarem Natriumchlorid und 0,05% 
Natriumazid enthalt Cetyltrimethylammoniumbromid wird hinzugefugt, bis eine Endkonzentration von 0,025% 
erreicht ist Dies laQt man 30 Minuten inkubieren und wird dann bei 15 000 Upm zentrifugiert Das resultierende 
Pellet wird in 20 ml 0,1 molarem Hepes Puffer (pH 7,5) suspendiert, der 1% Rinderserumalbumin, 5% Saccharo- 
se, 0.1 M Natriumchlorid und 0,05% Natriumazid enthsllt, kurz beschalit, mit Natriumdeoxylat auf eine Endkon- 
zentration von 0,1% verdunnt, anschlieBend 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und wieder zentri- 
fugiert Das Pellet wird wieder in 20 ml 0.1 molarem Hepes Puffer (pH 7,5) suspendiert, der 1% Rinderserumalbu- 
min, 5% Saccharose, 0.1 M Natriumchlorid und 0,05% Natriumazid enthalt, und kurz beschalit 

Dieses ICohlenstoffsol wird anstelle von kolloidalem Gold auf das erste Filterelement der Teststreifen gege- 
ben, die entsprechend dem Beispiel IB hergestellt sind, wobei das Reservepolster weggelassen wird. Die 
Teststreifen werden ungefahr eine Stunde lang in einem Vakuumtrockner getrocknet und bis zur Verwendung in 
einem Exsikkator bei Raumtemperatur aufbewahrt Um Tests zum Nachweis von menschlichem Choriogonatro- 
pin Oder Gelbkdrperbildungshormon durchzufuhren, werden 100^.1 einer Urinprobe in ein Kulturrdhrchen 
dispensiert und der Streifen wird dann in das Rohrchen gegeben. Ober den Kontakt mit der Urinprobe werden 
die Konjugate aus Kohlenstoffpartikel und Antikdrper sofort gelost und wandern auf die Membran mit Docht- 
wirung zu. Ein positiver Test entspricht einer intensiven Farbe der KohlenstoffruBpartikel, die auf der Anzeige 
konzentriert sind. Die Nachweisgrenze betragt sowohl fur Tests zum Nachweis von menschlichem Choriogona- 
tropin als auch von Gelbkdrperbildungshormon ungefahr 25 mlU/ml. 

Beispiel 8 

Ein Streifen wird entsprechend dem Verfahren aus Beispiel IB hergestellt, wobei das erste Filterelement und 
das Reservepolster weggelassen werden. Der Teststreifen wird dann in ein Testrohrchen gegeben, das den 
ICohlenstoffsol-markierten Antikorper (5 und eine Urinprobe mit menschlichem Choriogonatropin (100 ^il) 
enthalt, welche grundlich gemischt werden. Nach ungefahr einer Minute beginnt ein nachweisbares Signal zu 
erscheinen. Die Empfindlichkeit dieses Assays wurde zu ungefahr 25 mlU/ml bestimmt 

Beispiel 9 

Kohlenstoffsolreagenzien, die monoklonale Antikorper gegen menschliches Choriogonatropin oder gegen 
Gelbkdrperbildungshormon (5 ^l pro Rohrchen) tragen. werden gefriergetrocknet Das Rohrchen kann bis zum 
Einsatz in einem Exsikkator bei Raumtemperatui- aufbewahrt werden. 

Um Assays zum Nachweis von menschlichem Choriogonatropin oder Gelbkorperbildungshormon durchzu- 
fuhren, werden 100 \l\ einer Urinprobe in einem Kulturrdhrchen dispergiert, das das getrocknete oder gefrierge- 
trockneie Kohlenstoffsol enthalt Das Kohlenstoffreagenz geht sofort nach Kontakt mit einer Urinprobe in 
Losung. Ein Teststreifen, der wie in Beispiel IB, aber ohne das erste Filterelement und ohne das Reservepolster 
hergestellt wurde, und auf den eine Linie aus Anti-Human-Choriogonatropin-Antikdrper aus Schafen (3 ng pro 
Streifen) als Anzeige gespruht wurde, wird dann in das Rohrchen gegeben. Wenn die wandernde Probenmi- 
schung die Anzeige erreicht, beginnt eine schwarze Bande zu erscheinen, fails die Urinprobe menschliches 
Choriogonatropin oder Gelbkdrperbildungshormon enthielt Die Empfindlichkeit der Tests, die das getrocknete 
Oder gefriergetrocknete Kohlenstoffreagenz verwenden, ist in beiden Fallen ungefahr 25 mlU/ml. Das getrock- 
nete Oder gefriergetrocknete Kohlenstoffreagenz bleibt aktiv und zeigt dieselbe Empfindlichkeit. nachdem es 
iiber ein Jahr bei Raumtemperatur gelagert wurde. 
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Beispiel 10 



u A ^orr. Fi*»icnipl 1 R hereestellt wobei das erste Fiherelemeni und das 

intensiv wie die Konirollbande ist. 

Beispiel 1 \ 

E.ne Tesworrichtung wurde entsprechend dem B^^^^^^^^^^ 
Reservepolster weggelassen wurde und 2 "'gf ' ^'^^^^^^^^ "u oiht-*^^^^^^^^ 

(OEM Concepts) fur das Umenspruhen auM^^^ menschl.chem Serum und 5^1 

Wenn das Reservo.r-Ende der Vomchtung m em^^^^^ Anii-Human-lmmunoglobulin 

res Signal, falls die Probe seropositiv isL 

Beispiel 12 

• J . R<.kni(.| 11 hereestellt. 10 ul menschliches Serum werden auf das 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend B«'^P'^\'' r^^'l^^rch^^ eeeeben das 100 ul einer Suspension aus 
zweite Filterelement getupft. D.e ^^^^^^^/Xmintetraa^euf enth^^^ Kohlenstoffpartikeln mit 

Kohlenstoffpariikeln (5 ^1) m 20 mM ^thylend am.me raacem ^ ^ 

r^TarSSSr^^^^^^ 

Beispiel 13 

Eine Testvorrichtung wird entsprechend Beispiel 11 hergestelU. auQer daB 2 mg/ml Roteln- Antigen (Viral 
AmirenlSr/umVinfensprahen^^^ ,^ ^,„,3kt gebracht 

Wenn das Reservepolster m.t 100 h1 '"^"^^.'^'^f'^'^^^^^eju'n un^^^ ^ ^iegen 

seropositiv ist. 

Beispiel 14 

J . ^K»„M Roicniol 13 hereestellt lOttl des Serums werden auf das zweite 
Eine Testvorrichtung w.rd entsprechend Beisp el 13 "L^^^J"^'"^ j^s 100 ^ll einer Suspension aus 

Filterelement getupft und die Vornchtung ^"-d R*'^^^^^^^^ Kohlenstoffpartikel mit einem 

Kohlenstoffpartikein in 20 mM Ethylencham.nte aacem^^^ Ziegen (siehe Beispiel 21) 

asN^hrgSsE^^^^^^ 

Beispiel 15 

• J . Roicni^l 1 1 hereestellt und eine zusatzliche Linie mit Roteln-Antigen 

Eine Testvorrichtung w.rd entsprechend ^e'sp el 1 1 hergesten^^^^^^ gespruht. 

wird ungefahr 7 mm von der L.me m.t Lv^^P'^^^y^/S^^^^^;^ gie Vorrichtung wird in ein 

Eine Roteln-seropositive Probe (10 jxl) f "J^^"^^^^^^^^^^^ 20 mM Ethylendiamintetraa- 

%-aSnTg™^^^^^ 

Beispiel 16 

Signale zu erscheinen. 

Bleispiell/ 

Die Eignung verschiedener Kohlenstoffmaterialien zur Herstellung der Kohlenstoffsole und der Kohlenstoff- 
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250R. Regal 500R, Vulcan XC72R und Vulcan XC72. die alle von Cabot erhaltlich sind) und 100 jil aus 2% 
Polyethylenglykol (6000 bis 8000) werden 5 Minuten gemahlen und mit Phosphatsalinepuffer. der 2 mg eines 
monoklonalen Antikdrpers gegen menschliches Choriogonatropin enthalt, auf 10 ml verdiinnt. Nach einer 
kurzen Beschallung zur Dispersion der Kohlenstoffpartikel in der monoklonalen Antikorperl6sung» werden die 
Mischungen 6 Stunden lang bei Raumtemperatur unter Ruhren inkubiert. Am Ende der Inkubation wird die 
Probe dreimal durch Zentrifugation gewaschen. um jegliche iiberschussigen Antikorper zu enifernen. Jede 
Zentrifugalion wird 20 Minuten lang bei ISOOOUpM durchgefuhrt, wobei 10 ml einer Phosphatpufferlosung 
verwendet werden. Das Endpellei wird in 10 ml einer 3% Phosphatpufferlosung suspendiert und kurz beschallt. 
um vollstandige Dispersion der Kohlenstoffpartikel zu gewahrleisten. 

Fur einen Test zum Nachweis von menschlichem Choriogonatropin werden 20 ^l des Kohlenstoffsois und 
200^.1 einer Urinprobe dispergiert und in einem Kulturrohrchen (10 x 75 mm) grundlich gemischt. Die Mi- 
schung laQt man dann in einen Streifen aus Whatman Papier (31 ET) wandern, der 5 mm in der Breite und 100 mm 
in der Hohe miQt, mit Anti-Human-Choriogonatropin-Antikorper aus Schafen entlang einer Linie bespriiht ist, 
und der mit 1 % Rinderserumalbumin in einer Phosphatpufferlosung (pH 7.4) inhibiert ist. 

Vulcan XC72 ergibi dabei das beste Signal-Rausch-Verhaltnis bei 200 mlU/ml an menschlichem Choriogona- 
tropin. Ahnliche Ergebnisse werden mit Vulcan XC72R erreicht. nur ist das positive Signal etwas schwacher. 

B. 5 mg derselben KohlenstoffruOarten werden durch Homogenisierung in 2 ml eines 20 mM Tris-H CI -Puffers 
(pH 6,8) suspendiert, der 40 mM Natriumchlorid und 2% (w/v) Dextran 9400 enthalt. Nach 2 Stunden Inkubation 
bei Raumtemperatur wird I ml einer 3prozentigen Losung aus Rinderserumalbumin zur homogenisierten Koh- 
lenstoffsuspension gegeben. Die Mischung wird kurz beschallt und ungefahr 12 Stunden lang bei Raumtempera- 
tur weiter inkubiert. Am Ende der Inkubation werden 5 ^1 der Mischung in eine Kuvette dispensiert, die 1 ml 
destilliertes Wasser enthalt. Bei jeder Probe wird die Extinktion bei 700 nm gemessen. Die Ergebnisse sind wie 
folgt: 



25 KohlenstoffruO-Quelle 



Optische Dichte bei 700 nm 



30 



35 



40 



Monarch 1000 
Monarch 880 
Vulcan XC72R 
Vulcan XC72 
Monarch 120 
Regal 250R 
Regal 500R 



0,2333 
0.3129 
0.6878 
0.7428 
0,6225 
0.3567 
0,4372 



C Vulcan XC72 KohlenstoffruQ wird in mehrere Pufferlosungen suspendiert* die verschiedene pH-Werte 
aufweisen. 5 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikel werden in 2 ml verschiedener Pufferlosungen homogenisiert. 
die 2% Dextran 9400 enthalten. und 2 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation werden 
5 ^il eines jeden Homogenats zu 1 ml destilliertem Wasser gegeben. 1 ml von 3% Rinderserumalbumin im selben 
Puffer wird zur Mischung hinzugefugt, die dann beschallt wird und ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert wird. Am Ende der Inkubation werden 5 {xl der Mischung in 1 ml destilliertem Wasser suspendiert und 
die Extinktion bei 700 nm gemessen. Die Ergebnisse sind wie folgt: 
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pH 



optische Dichte bei 700 nm 









Dextran 


Rinderserum- 
albumin 


Natriumphosphat 


0,1 M 


6,0 


0,3335 


0.6030 


Natriumphosphat 


0,1 M 


6.8 


0,5142 


0.7462 


Tris-HCl 


0.02M 


6.8 


0.6277 


0.8452 


Natriumphosphat 


0.003 M 


7.0 


0.4722 


0.5389 


Natriumphosphat 


0.1 M 


7.6 


0.4348 


0.6100 


Tris-HCl 


0,02 M 


8.0 


0.6479 


0.5220 


Glycin-HCl 


0.1 M 




0.4666 


0.5197 


Tris-Citrat 


0.1 M 


8,6 


0,4284 


0.4933 



60 



Wie oben ersichtlich, sind Pufferlosungen, die pH-Werte von ungefahr 6.8 bis 8,0 aufweisen. besonders 
geeignet fur die Dispersion von Kohlenstoffpartikeln. 



Beispiel 18 



65 



Zu einer Mischung aus 1 mg Anti-Human-Choriogonatropin-Antikorper in 1 » ml 0,3 M Boratpuffer (pH 9,0) 
wird unter Ruhren 50 ^ig Fluorescein- Isothiocyanat gegeben. Das Ruhren wird eine Stunde lang weiter fortge- 
seizt und die Mischung wird dann auf eine Sephadex-G-25-Saule gegeben. um nicht-reagiertes Isothiocyanat 
und andere unerwunschte Materialien zu entfernen. Das Verhaltnis aus Antikorper : Isothiocyanat ist ungefahr 
1 : 3. Zu einer waQrigen Suspension aus 1 mg KohlenstoffruQ (Vulcan 72) werden 0.5 mg des Antikdrperkonju- 
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gats gegeben Die Mischung wird beschallt. ungefahr 1 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und dreimal der 
Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet. das in einem Puffer suspendiert wird. wie er in Beispiel 12 beschhe- 
ben isi, kann bis zur Verwendung bei 4'' C aufbewahrt werden. 

Ahnliche Produkte konnen erhalien werden. indem Anii-Gelbkorperbildungshormon, Anti-Human-lmmun- 
oglobulin G aus Ziegen und Immunoglobulin-M-Antikorper verwendei werden. 

Beispiel 19 

Zu 10 ml einer waQrigen Suspension aus 5 mg KohlenstoffruO (Vulcan 72) werden 200 \i\ Anti-Maus-Antise- 
rum aus Ziegen gegeben. Die Mischung wird beschallt und ungefahr 12 Stunden bei Raumtemperaiur inkubiert. 
Dazu wird dann 1 mg Anti-Human-Choriogonatropin-Antikorper gegeben, diese Mischung 2 Stunden lang bei 
Raumtemperatur inkubiert und dreimal der Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet, das m einem Puffer 
suspendiert wird. wie erin Beispiel 12 beschrieben ist. kann bis zur Verwendung bei 4^C aufbewahrt werden. 

Beispiel 20 

Zu einer Suspension aus 5 mg KohlenstoffruQ in 10 ml Phosphatpufferlosung (PBS) werden 2 mg Avidin 
gegeben. Nach zweistundiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 5 ml an 3% Rinderserumalbumin in PBS 
hinzugefugt. Nach zweistundigem Stehenlassen werden 0.5 mg biotinylisiertes Anti-Human-Choriogonatropm 
in 1% Rinderserumalbumin in PBS hinzugefugt. Nach einer weiteren einstiindigen Inkubation wird die Mi- 
schung dreimal der Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet, das in einem Puffer, wie er m Beispiel 12 
beschrieben ist. suspendiert und dann kurz beschallt wird, kann bis zur Verwendung bei 4*C aufbewahrt werden. 

Beispiel 21 

10 mg Vulcan XC72 Kohlenstoffpartikel werden in 2 ml eines 20 mM Tris-Hydrochlond- Puffers (pH 6.8) 
homogenisiert, der 40 mM Natriumchlorid und 2% Dextran 940 enihalt. Nach zweistundiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wird eine Losung aus 5 mg Fluorescein- Isothiocyanat in 1 ml Tris-Hydrochlorid- Puffer zur 
Losung gegeben. Die Mischung wird kurz beschallt und ungefahr 12 Stunden lang bei Raumtemperatur mku- 
biert Nach der Inkubation werden 20 ml eines 0.1 M Natriumphosphatpuffers(pH 7,6) in O.l M Natriumchlorid 
zur Kohlenstofflosung gegeben, die dann bei 4**C mit 15 000 Upm zentrifugiert wird. Dieser Schntt wird dreimal 
wiederholt und das resultierende Pellet in 20 ml Phosphaipuffer suspendiert. 

2 mg Rinderserumalbunin werden zu 2 ml der Suspension von oben gegeben, die Mischung 6 Stunden lang 
inkubiert und dann dreimal der Zentrifugation unterworfen. Bin OberschuQ an Glutaraldehyd (1%) wird hinzu- 
gefugt und nach einer dreistundigen Inkubation bei Raumtemperatur durch Zentrifugation entfernt. Eine Lo- 
sung aus 10 ng Tyroxin in genugend Dimethylformamid wird hinzugefugt. diese Mischung 3 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert und dann dreimal der Zentrifugation unterworfen. Das Endpellet. das in einem Puffer 
suspendiert wird. wie er in Beispiel 12 beschrieben ist. und dann kurz beschallt wird. kann bis zur Verwendung 
bei 4*0 aufbewahrt werden. 

Patentanspriiche 

1. Immunchemische Assayvorrichtung.enthaltend: 

a) ein Grundgerust (20); 

b) eine Anordnung. die sich auf dem Grundgerust (20) befindet und umfaBt: 

i) ein Reservepolster (10), das genugend Porositat und Volumen aufweist. um eine fiGssige Probe, 
mit der der Assay durchgefuhrt werden sol), aufzunehmen und zu speichern; 

ii) eine Membran mit Dochtwirkung (16). die entfernt vom Reservepolster angeordnet ist. wobei 
die Membran mit Dochtwirkung (16) genugend Porositat und Volumen aufweist. um einen wesent- 
lichen Teil der Probe zu absorbieren. die in das Reservepolster (10) aufgenommen wurde; und 

iii) wenigstens eine Filterzone. die die Membran mit Dochtwirkung (16) und das Reservepolster 
(10) verbindet und beruhrt. wobei die Filterzone: 

(1) eine Oberflache des Reservepolsters (10) beruhrt, die in Bezug auf das Volumen des 
Reservepolsters ausreichend klein ist. um den FluB der flussigen Probe vom Reservepolster 
zur Filterzone zudosieren; und 

(2) in der Lage ist. den FluB eines jeden spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplexes in der 
Probe vom Reservepolster (10) zur Membran mit Dochtwirkung (16) zu gestatten, wahrend 
sie den FluB groBerer Komponenten. die sich dann in der Probe befinden, verhindert; und 

c) wenigstens eine immobilisierte Substanz. die sich auf wenigstens einer Zone der Membran mit 
Dochtwirkung (16) befindet und die Assay-Anzeige (18) definiert. wobei die immobiUsierte Substanz in 
der Lage ist. einen spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplex. den die Probe enthalt, zu binden. um die 
Assay-Anzeige zu bilden. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB das Grundgerust (20) aus Kunststoff Oder 

Glasist . « . . /.^v - u . I. 

3. Vorrichtung nach Anspruch I und/oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB das Reservepolster (10) sich uber 

das Grundgerust (20) ausdehnt. ^ « . • „ ^ 

4 Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens em Reagenz, das 
einen spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplex erzeugen kann. gieichmaBig in und auf wenigstens einem Teil 
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der Filterzone sich befindet. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet, daB das Reagenz einen Marker tragt. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet, daQ der Marker ein direkter Marker ist 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daQ der Marker ein Metallsoi, ein Nicht-Meiall- 
sol, ein Farbstoffsol oder ein Farbindikaior ist oder aus Latexpartikeln besteht. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. daB der Marker ein ICohlenstoffsol ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Marker ein indirekter Marker ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9. insbesondere 4, dadurch gekennzeichnet. daB das 
Reagenz und die immobilisierte Substanz Ligand-bindende Molekiile sind. 

1 1. Vorrichtung nach einem der Anspruche I bis 9, insbesondere 4, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens 
das Reagenz oder die immobilisierte Substanz ein monoklonaler Antikorper ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, insbesondere 4, dadurch gekennzeichnet, dafl wenigstens 
das Reagenz oder die immobilisierte Substanz ein polyklonaler Antikorper ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet. daB die immobilisierte Substanz 
ein Ligand ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet. daB die immobilisierte Substanz ein Antigen 
oder Hapten ist. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet. daB die Filterzone umfaBt: 

a) wenigstens ein erstes Filterelement (12), das auf dem Grundgerust (20) so angeordnet ist. daB es an 
das Reservepolster (10) grenzt und eine Oberfiache des Reservepolsters (10) beriihrt, die in Bezug auf 
das Volumen des Reservepolsters (10) ausreichend klein ist, urn den FluB der flussigen Probe vom 
Reservepolster (10) zum ersten Filterelement (12) zu dosieren; und 

b) ein zweites Filterelement (14), das auf dem Grundgerust (20) so angeordnet ist. daB es an jedes erste 
Filterelement (12) grenzt und vom Reservepolster (10) entfernt steht, wobei das zweite Filterelement 
(14) in der Lage ist. das DurchflieBen eines jeden spezifischen Ligand-Rezeptor-Komplexes in der 
Probe zu gestatten, aber das DurchflieBen groBerer Komponenten, die sich dann in der Probe befinden, 
zu verhindern, 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15. dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens ein Reagenz. das einen spezifi- 
schen Ligand-Rezeptor-Komplex erzeugen kann. gleichmaBig in und auf wenigstens einem Teil des ersten 
Filterelements (12) sich befindet. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet. daB sowohl das Reservepolster (10). als auch 
das erste Filterelement (12), als auch das zweite Filterelement (14), als auch die Membran mit Dochtwirkung 
(16) aus mikroporosem Membranmaterial bestehen. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB jede mikroporose Membran aus Nylon, 
Zellulosematerial, einem Polysulfon, Polyvinylidendifluorid oder aus einem Polyester besteht. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB sich ein Additiv auf dem 
ersten Filterelement (12) befindet. das in der Lage ist. die Herstellung oder das Binden der spezifischen 
Ligand- Rezeptor-Komplexe zu verstarken, 

20. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 19. gekennzeichnet durch eine feuchtigkeits-undurchlassige 
Hulle (222). die die Vorrichtung umgibt, wobei die Hulle beinhaltet: 

a) eine Offnung (224) in der Hulle (222), deren umgebende, obere Oberfiache gebogen ist und sich nach 
unten ausdeht, so daB ein schalengleiches Aufnahmegefafl gebildet ist, das am Reservepolster (210) 
endet und fest mit einem Teil des Reservepolsters (210) verbunden ist, wobei die Offnung (224) in der 
Lage ist. die flussige Probe aufzunehmen und das FlieBen der flussigen Probe auf das Reservepolster 
(210) hinauf zu dosieren, und 

b) eine Vorrichtung, mit der die Assay- Anzeigezone (218). die auf der Zone angeordnet ist. mit dem 
Auge uberpriifi werden kann. 

21. Immunchemisch aktiver Marker, gekennzeichnet durch feine KohlenstoffruBpartikeIn, auf denen eine 
Komponente adsorptiv immobilisiert ist, die entfernt vom Adsorbtionsort mit einem immunologisch aktiven 
Liganden oder Ligand-bindenden Molekiil endet. 

22. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente aus 
immunologisch aktiven Haptenen, Antigenen. oder Antikorper besteht, die auf der Oberfiache des Kohlen- 
stoffruBes adsorbiert sind. 

23. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet. daB die Komponente den 
immunologisch aktiven Liganden oder Ligand-bindende Molekule beinhaltet. die iiber ein Kupplungsrea- 
genz kovalent verbunden sind, und das Kupplungsreagenz auf der iOberflache des KohlenstoffruBes adsor- 
biert ist. 

24. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB das Kupplungsreagenz 
ein Imid, Azid, Isothiocyanat.ein Imidoester oder ein Dialdehyd ist. 

25. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet. daB das Kupplungsreagenz 
Maleimid. Succinimid, Phenylazid, Glutaraldehyd oder N-Hydroxysuccinimidoester ist. 

26. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 25. dadurch gekennzeichnet. daB das Kupplungsreagenz 
ein Isothiocyanat ist. 

27. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet, daB das Isothiocyanat 
Phenylisothiocyanat. 4, 4'-Diisothiocyanostilben-2,2'-disulfonsaure, 4-N,N-Dimehtylaminoazobenzol- 
4'-isoihiocyanat. Fluorescein- losothiocyanat oder Rodaminisothiocyanat ist. 

28. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB das Kupplungsreagenz 
Phenylisothiocyanat ist. 
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29. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26,dadurch gekennzeichnet.daQdas Kupplungsreagenz 
4,4'-Diisothiocyanostilben-2.2'-disulfonsaure ist. 

30. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnei. daB das Kupplungsreagenz 
4-N.N-Dimethylaminoazobenzol-4'-isothiocyanat ist. 

31. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet, daB das Isothiocyanai 5 
Fluorescein-lsoihiocyanat ist. 

32. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet. daB das Kupplungsreagenz 
Rodaminisothiocyanat ist. 

33. Immunchemisch aktiver Marker nach einem der Anspruche 21 bis 32, dadurch gekennzeichnet. daB die 
feinen KohlenstoffruBpartikeln und die immobilisierte Komponente. die auf den KohienstoffruBpartikeln 10 
adsorbtiv immobilisiert ist. mit Polyeihylenglykol iiberzogen sind, das ein Molekulargewicht von ungefahr 
200 bis ungefahr 20 000 aufweist, oder mit Dextran bedeckt sind. das ein Molekulargewicht von ungefahr 

1 0 000 bis ungefahr 500 000 aufweist, 

34. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnei. daB das Dextran ein 
Molekulargewicht von ungefahr 10 000 bis ungefahr 50 000 aufweist. j5 

35. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 33. dadurch gekennzeichnei, daB das Polyethylenglykol 
ein Molekulargewicht von ungefahr 5000 bis ungefahr 1 2 000 aufweist. 

36. Immunchemisch aktiver Marker nach einem der Anspruche 21 bis 35. dadurch gekennzeichnet. daB die 
Komponente den immunochemisch aktiven Ligand oder Ligand-bindende Molekule beinhaltei. die an ein 
Protein gebunden sind. und das Protein auf der Oberflache des KohlensioffruBes adsorbiert ist. 20 

37. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB der immunologisch 
aktive Ligand oder die Ligand-bindenden Molekule an das Protein uber eine immunologische Bindung 
kovalent gebunden sind. 

38. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB der immunologisch 
aktive Ligand oder die Ligand-bindenden Molekule an das Protein iiber ein Kupplungsreagenz kovalent 25 
gebunden sind. 

39. Immunchemisch aktiver Marker nach einem der Anspruche 21 bis 38, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Komponente den immunologisch aktiven Liganden oder die Ligand-bindenden Molekule beinhaltei, die an 
ein Protein gebunden sind, wobei das Protein an ein Kupplungsreagenz kovalent gebunden isi und das 
Kupplungsreagenz auf der Oberflache des KohlensioffruBes adsorbiert ist. 30 

40. Immunchemisch aktiver Marker nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB der immunologisch 
aktive Ligand oder die Ligand-bindenden Molekule an das Protein iiber ein zweites Kupplungsreagenz 
kovalent gebunden sind 

41. WaBrige Suspension eines immunchemisch aktiven Markers nach einem der Anspruche 21 bis 40. 

42. WaBrige Suspension nach Anspruch 41, gekennzeichnet durch wenigstens einen Puffer, der einen pH 35 
aufweist, bei dem der immobilisierte, immunologisch aktive Ligand stabil ist, und der in den Bereich von 
ungefahr 6 bis 9 fallt. 

43. WaBrige Suspension nach Anspruch 42, gekennzeichnet durch wenigstens einen Puffer, der einen pH 
von ungefahr 6.5 bis 8,5 aufweist. 

44. Verfahren zur Herstellung eines immunchemisch aktiven Markers nach einem der Anspruche 23 bis 40, 40 
gekennzeichnet durch das Binden des immunologisch aktiven Liganden oder der Ligand-bindenden Mole- 
kule an die feinen KohlenstoffruBpartikeln. indem man ein Kupplungsreagenz, gleichzeitig oder hinterein- 
ander. 1' 

i) mil dem immunologisch aktiven Liganden oder den Ligand-bindenden Molekulen kovalent reagieren 
laBt und 45 

ii) auf den feinen KohlenstoffruBpartikeln adsorbieren laBt. 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, daB der immunchemisch aktive Marker mit einer 
waflrigen Losung eines Polyethylenglykols in Koniakt gebrachi wird, das ein Molekulargewicht von unge- 
fahr 100 bis ungefahr 20 000 aufweist, 

46. Verfahren nach Anspruch 44 und/oder 45, dadurch gekennzeichnet, daB die feinen KohlensioffruBparti- 50 
kel mit einer waBrigen Ldsung eines Dextrans in Kontakt gebracht werden. das ein Molekulargewicht von 
ungefahr 1 0 000 bis ungefahr 500 000 aufweist. 

47. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 46. dadurch gekennzeichnet, daB der immunologisch aktive 
Ligand oder die Ligand-bindenden Molekule an die feinen KohlenstoffruBpartikeln uber ein Imid. Azid, 
Isothiocyanai, Imidoester oder uber einen Dialdehyd gebunden sind. 55 

48. Verfahren nach Anspruch 47. dadurch gekennzeichnei. daB der immunologisch aktive Ligand oder die 
Ligand-bindenden Molekule an die feinen KohlenstoffruBpartikeln uber ein Isothiocyanai gebunden sind. 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 47. dadurch gekennzeichnet. daB der immunologisch aktive 
Ligand oder die Ligand-bindenden Molekule an die feinen KohlenstoffruBpartikeln uber Phenylisothiocya- 
nat, 4.4'-DiisothiocyanostiIben-2,2'-disuIfonsaure. 4-N,N-Dimeihylaminoazobenzol-4'-isothiocyanat, Fluo- eo 
rescein-Isothiocyanai oder Rodaminisothiocyanat gebunden sind. 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 49. dadurch gekennzeichnet. daB der gebundene, immunolo- 
gisch aktive Ligand oder die gebundenen Ligand-bindenden Molekule und die feinen KohlenstoffruBparti- 
keln in einem waBrigen Medium suspendieri sind, das auf einen pH gepuffert ist. der in den Bereich von 
ungefahr 6 bis ungefahr 9 fallt, und bei dem der immobilisierte. immunologisch aktive Ligand oder das 65 
immobilisierte, Ligand-bindende Molekul stabil ist. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daB die waBrige Suspension mit wenigstens 
einem biologisch vertr^glichen, ionischen oder nicht-ionischen Tensid behandelt ist 
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52. Immunchemische Testvorrichtung, die eine Reaktion zwischen einem immunologisch aktiven Liganden 
Oder Ligandbindenden Molekillen und einem Analyten ausnutzt, gekennzeichnet durch die Verwendung 
eines immunchemisch aktiven Markers, der feine KohlenstoffruQpartikeln aufweist, auf denen eine Kompo- 
nente adsorptiv immobilisiert ist, die entfernt vom Adsorptionsort mit einem immunologisch aktiven Ligan- 
den Oder Ligand-bindenden Molekiil der Reaktion endet. 

53, Vorrichtung nach einem der Anspruche I bis 52, gekennzeichnet durch eine feuchtigkeits-undurchlassige 
Hiille (522), die die Vorrichtung umgibt, wobei die Hulle (522) aufweist: 

a) eine erste Offnung (524) in der Hiille (522), deren umgebende, obere Oberflache gebogen ist und sich 
nach unten ausdehnt, so daQ ein schalengleiches AufnahmegefaB gebildet ist, das am Reservepolster 
(510) endet und fest mit einem Teil des Reservepolsters (510) verbunden ist, wobei die erste Offnung 
(524) in der Lage ist, die Flussigkeit aufzunehmen und das FlieBen der Flussigkeit auf das Reservepol- 
ster (510) hinauf zu dosieren, 

b) eine zweite Offnung (530) in der Hulle (522), direkt uber dem zweiten Filterelement (514), wobei mit 
der zweiten Offnung (530) eine Probe direkt auf das zweite Filterelement (514) aufgegeben werden 
kann, und 

c) eine Vorrichtung, mit der die Assay-Anzeigezone (518), die auf der Zone angeordnet ist, mit dem 
Auge uberpriif t werden kann. 



Hierzu 3 Seite(n) Zeichnungen 
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